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論文内容要旨
 ζ目的】
 血糖変動において糖新生は重要な位置を占め,アラニンは糖新生の重要な基質である。
 アラニンは飢餓時や糖尿病などの糖新生が亢進している場合に筋からの放出が増加し,さらに
 肝臓での取り込みも増加すると言われている。
 糖尿病で血糖のコントロールが不良の場合に血中アラニン濃度が低下し,特に糖尿病性ケトア
 シドシースでその低下は著明となるが,この血中アラニン濃度の低下は,組織からのアラニン産
 生の低下のためか,グルコースアラニンサイクルの増強のためかは不明である。そこでピルビン
 酸にグルタメートのアミノ基を転移させることによりアラニンが産生される反応を利用し,1℃一
 ピルビン酸を用いてinvi七roにおいてアラニン産生を検討するシステムを考案し,絶食時,摂
 食時の横隔膜,小腸,腎臓の各臓器のアラニン産生量および糖尿病状態におけるアラニン産生量
 の変化について検討を行った。
 K方法適
 '℃一ピルビン酸+グルタメート→1℃一アラニン+α一ケトグルタレートとなる反応を利用し
 て,14C一ピルビン酸と多量のグルタメートを含むKrebs-Ringerphosphatebuffer中で,ラッ
 トより無麻酔下に横隔膜,小腸,腎臓を取り出し約100㎎組織片としインキュベートし,産生さ
 れた℃O・は反応液に50%TCAを加えた後に水酸化メチルベンゼトニウムに吸着させ,また反
 応液よりDowex50カラムを用いて14C一アラニンを分離した。液体シンチレーションカウンター
 で放射活性を測定し,組織湿重量当りdpm/mgを求めた。
 1℃一ピルビン酸から産生されDowex50カラムで分離したサンプルがアラニンであることは,
 ペーパクロマトグラフィーを行いその後オートラジオグラフィーを行い確認した。
 反応時間による1℃02,14C一アラニンの産生の推移をみたが,1℃02,14C一アラニン産生は横
 隔膜,小腸,腎臓のいずれの組織でも反応時間5時間でほぼ平衡に達した。
 また,反応液中のcoldのピルビン酸濃度の違いによるし4CO2,'4C一アラニン産生の変化をみ
 たが,各測定値をspecificactivityで除して補正した結果は,横隔膜,小腸,腎臓の各組織に
 おいてcoldのピルビン酸濃度が増加するにしたがい1℃02,14C一アラニン産生は増加する傾向
 にあった。
 以上の結果より実験条件は,反応時間5時間,ピルビン酸濃度は33000μmol/しとした。
 200gの雄ウイスターラットを用い,糖尿病ラットはストレプトゾトシン80㎎/kgの腹腔内注
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 射によって作製した。
 【結果国
 対照ラット16匹における24時間絶食時の各組織での1℃一アラニン産生は,横隔膜,小腸,腎
 臓でそれぞれ566±103,1343±324,556±101(dpm/mg)と小腸が他の組織の2倍強と活発で
 あった。
 対照ラット20匹の摂食時の各組織の'4C一アラニン産生は,578±109,653±274,286±160
 (dpm/mg)で,対照ラットの摂食時では絶食時と比べてアラニン産生は小腸と腎臓では各々49
 %,51%に低下したが,横隔膜の産生量に変化はなかった。
 対照ラット絶食時において横隔膜では1℃02,14C一アラニン産生量はほぼ等しく,腎臓におい
 ては'℃02産生が1℃一アラニン産生の約3倍であった。これに対して小腸では1℃02産生が1℃一
 アラニン産生の約8倍であった。
 摂食時の'4CO2,1℃一アラニン産生比は横隔膜では絶食時と比べて差がなく,小腸では'℃02
 産生が絶食時の約10倍に増加し,14C一アラニン産生は約1/2に減少し14cO、産生が優位となっ
 た。腎臓では1℃02,1℃一アラニン産生比に差はなかった。
 糖尿病ラットのアラニン産生は各臓器とも対照ラットに比して低下していた。絶食時糖尿病
 群において横隔膜では対照群の95%,小腸では63%,腎臓では75%に低下し,摂食時においては
 各々72%,70%,135%であった。
 K結語】
 本研究おいてはアラニン産生に関与すると考えられる筋,小腸,腎臓で有意なアラニン産生
 を確認した。特に小腸のアラニン産生量は他の2臓器の2倍以上であった。絶食時と摂食時の
 アラニン産生の比較では,摂食時小腸においてピルビン酸の酸化が亢進し,アラニンの産生は約
 1/2に低下していた。
 糖尿病ラットについての検討では,筋組織の代表としての横隔膜において絶食時のアラニン産
 生量は対照ラットと同様であり,摂食時においては対照ラットより有意に低下していた。また,
 小腸のアラニン産生は非常に活発であり,糖新生の盛んな絶食時に高かった。
 糖尿病ラットでは絶食時,摂食時ともにアラニン'の産生は低下しており,末梢組織におけるア
 ラニン産生低下が,糖新生系としてのグルコースアラニンサイクルの亢進とともに糖尿病におけ
 る血中アラニン低下の一因であることが示唆された。
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 審査結果の要旨
 アラニンは末梢組織において主にピルビン酸へのアミノ基転移によって形成され,肝に取り込
 まれてグルコースへ変換されることから糖原性前駆物質として重要である。糖尿病状態の悪化に
 よる血中アラニンの低下の機序は明らかにされていない。本研究は,糖尿病におけるアラニン代
 謝とくに末梢組織におけるアラニン産生を検討する目的で行われた。
 組織におけるアラニン産生能を調べるシステムを確立した点が評価される。1℃一ピルビン酸
 を多量のグルタミン存在下で組織とインキュベートし,生成されるアラニンをイオン交換体で分
 離するシステムであり,多数の検体を比較的容易に感度良く測定することができる。
 本研究においては,腎,小腸,筋組織の代表としての横隔膜におけるアラニン産生能を検討し
 た。絶食ラット由来の小腸の単位重量当たりの1℃一アラニン成生量は,腎や横隔膜の約2倍で
 あった。摂食群における比較でも腎の2倍,横隔膜のL13倍であった。摂食時に小腸の消化吸
 収によるエネルギー代謝は亢進して,14CO2産生は著しく活発でありその影響を受けて1℃一アラ
 ニン産生は低下傾向を示す。その条件下での結果であることを考えると,小腸のグルコースーア
 ラニンサイクルにおける重要性が明らかである。
 糖尿病における小腸のアラニン産生は,摂食時,絶食時ともに対照群に比し明らかに低下して
 いた。
 横隔膜におけるアラニン産生は絶食時には糖尿病群と対照群とは同程度であり,摂食時には糖
 尿病群において低下していた。糖尿病においては筋のグルコース取り込みやその解糖が低下し,
 その結果ピルビン酸産生が低下していることを加味すると筋組織からのアラニンの産生放出は糖
 尿病で低下することとなる。
 腎におけるアラニン産生は絶食時には糖尿病で低下し,摂食時には絶食時よりも1℃一アラニ
 ンの放射活性は少ないものの糖尿病で対照と比べて高値であった。
 以上の結果は,糖尿病における末梢組織でのアラニン産生の低下が低アラニン血症の原因とし
 て重要であることを明らかにするものである。
 本研究において,末梢組織におけるアラニン産生能を検討できるシステムを確立し,小腸の高
 いアラニン産生能を証明し,糖尿病における末梢組織のアラニン産生の低下を明らかにしたこと
 は学位に値するものである。
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